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1. Bei diesenn Bericht handelt es sich um den internatlonalen vorlaufigen Prufungsbericht, der von der mit der 
internationalen vorlSufigen Prufung beauftragten Behorde nach Artikel 35 erstellt wurde und dem Anmelder gemaB 
Artikel 36 Qbermittelt wird. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschliefBllch dieses Deckblatts. 

3. AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; diese umfassen 

a. E (an den Anmelder und das Internationale Buro gesandt) insgesamt 1 -4 Blatter; dabei handelt es sich um 

S Blatter mit der Beschreibung, Anspruchen undXDder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht 
zugrunde liegen, und>bder Blatter mit Berichtlgungen, denen die Behorde zugestlmmt hat (siehe Regel 
70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsvorschriften). 

□ Blatter, die fruhere Blatter ersetzen, die aber aus den in Feld Nr. 1 , Punkt 4 und im Zusatzfeld angegebenen 
Grunden nach Auffassung der Behorde eine Anderung enthalten, die uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung in der ursprunglich eingereichten Fassung hinausgeht. 

b. □ (nuran das Internationale Buro gesandt) insgesamt (bitte Art und Anzahl derAdes elektronischen Datentrager(s) 

angeben) , derAJie ein Sequenzprotokoll und/bder die dazugehorigen Tabellen enthalt/enthalten, nur in 
eiektronischer Form, wie im Zusatzfeld betreffend das Sequenzprotokoll angegeben (siehe Abschnitt 802 der 
Verwaltungsvorschriften). 



Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

Grundlage des Berlchts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische TStigkeit und gewerbliche 
Anwendbarkeit 

Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Arikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit 
und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefQhrte Unterlagen 

Bestlmmte Mangel der internationalen Anmeldung 

□ Feld Nr. VIII Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 
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Feld Nr. I Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Sprache beruht der Bescheid auf 

13 der internationalen Anmeldung in der Sprache, in der sie eingereicht wurde. 

□ einer Ubersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Sprache , bei der 

as sich um die Sprache der Ubersetzung handelt, die fur folgenden Zweck eingereicht worden ist: 

n internationale Recherche (nach Regein 12.3 a) und 23.1 b)) 

□ Veroffentlichung der internationalen Anmeldung (nach Regel 12.4 a)) 

□ internationale vorlaufige Prufung (nach Regein 55.2 a) undA)der 55.3 a)) 

2. Hinsichtlich der Bestandteile* der internationalen Anmeldung beruht der Bericht auf (Ersatzblatter, die dem 
Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais 
"ursprunglich eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt): 



Beschreibung, Seiten 

1 -28 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

das SequenzprotokoM in der Beschreibung, Seiten 

1-3 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

Anspruche, Nr. 

1 -26 eingegangen am 1 7.01 .2006 mit Schreiben vom 1 7.01 .2006 

Zelchnungen, Blatter 

1/3-3^ in der ursprOnglich eingereichten Fassung 



13 einem Sequenzprotokoll und/oder etwaigen dazugehorigen Tabellen - siehe Zusatzfeld betreffend das 
Sequenzprotokoll 

3. □ Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung: Seite 

□ Anspruche: Nr. 

□ Zeichnungen: Blatt/Abb. 

□ Sequenzprotokoll (genaue Angaben): 

□ etwaige zum Sequenzprotokoll gehorende Tabellen (genaue Angaben): 

4. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der diesem Bericht beigefugten und nachstehend 
aufgelisteten Anderungen erstellt worden, da diese aus den im Zusatzfeld angegebenen Grunden nach 
Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich eingereichten Fassung hinausgehen 
(Regel 70.2 c)). 

□ Beschreibung: Seite 

□ Anspruche: Nr. 

□ Zeichnungen: Blatt/Abb. 

□ Sequenzprotokoll (genaue Angaben): 

□ etwaige zum Sequenzprotokoll gehorende Tabellen (genaue Angaben): 

* Wenn Punkt 4 zutrifft, konnen einige oder alia dieser Blatter mit der Bemerkung 
"ersetzt" versehen werden. 
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Feld Nr. V Begrundete Feststellung nach Artikel 35 (2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen 
Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser 
Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 



Erfinderische Tatigkeit (IS) 



Ja: Anspruche 1-26 

Nein: Anspruche - 

Ja: Anspruche - 

Nein: Anspruche 1-26 



Gewerbliche Anwendbarkeit (lA) Ja: Anspruche: 1-26 

Nein: Anspruche: - 



2. Unterlagen und Erklarungen (Regel 70.7): 
siehe Beiblatt 
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Zusatzfetd betreffend das Sequenzprotokoll 

Fortsetzung von Feld Nr, I, Punkt 2: 

1 . Hinsichtlich der Nucleottd- und/oder Annlnosauresequenz, die in der internationalen Anmeldung offenbart wurde 
und fur die beanspruchte Erfindung erforderlich ist, ist der Bericht auf folgender Grundlage erstellt worden: 

a. Art des Materials 

El Sequenzprotokoll 

□ Tabelle(n) zum Sequenzprotokoll 

b. Form des Materials 
S in Papierform 

13 in elektronischer Form 

c. Zeitpunkt der Einreichung 

13 in der eingereichten internationalen Anmeldung enthalten 

M zusammen mit der internationalen Anmeldung in elektronischer Form eingereicht 

□ bei der Behorde nachtraglich fur die Zwecke der Recherche und/oder Prufung eingereicht 

□ bei der Behorde als Anderung* eingegangen am 

2. □ Wurden mehr als eine Version oder Kopie eines Sequenzprotokolls und/oder einer dazugehorigen Tabelle 

eingereicht, so sind zusatzlich die erforderlichen Erklarungen, daB die Information in den nachgerelchten 
Oder zusatzlichen Kopien mit der Information in der Anmeldung in der eingereichten Fassung ubereinstimmt 
bzw. nicht uber sie hinausgeht, vorgelegt worden. 

3. Zusatzliche Bemerkungen: 

* Wenn Feld Nr. I, Punkt 4 zutrifft, konnen das Protokoll und/oder die zugehdrige(n) Tabelie(n, die Teil der 
Grundlage des Berichts sind, mit der Bemerkung "ersetzt" versehen werden. 
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Punkt V 

1 . Der geanderte Anspruchssatz, welcher mit dem Schreiben vom 1 7.01 .2006 
eingereicht wurde, scheint den Erfordernissen der Artikel 19(2) und 34(2)(b) PCT zu 
genugen. 

2. Im Bescheid vom 16.08.2005 wurde das Fehlen einer erfinderischen Tatigkeit 
beziiglich des Gegenstandes aller Anspruche bemangelt (Artikel 33(3) PCT). Der 
Anmelder hat keine Anderungen vorgenommen die diesen Einwand hinfallig machen 
konnten, sondern hat nur versucht, gegen diesen Einwand zu argumentieren. 
Seine Argumente warden sorgfaltig gepruft, jedoch konnten sie nicht derart 
uberzeugen, urn den Einwand gennass Artikel 33(3) PCT zuruckzunehmen. 

Damit wird der Einwand unter Artikel 33(3) PCT vom ersten Bescheid gegen alle 
veranderten Anspruche komplett aufrecht erhalten. 

Zusammenfassend kann noch einmal gesagt werden, dass zwar ein Verfahren zur 
Herstellung einer rekombinanten RNase A unter Anpassung der DNA-Sequenz an 
die Kodonverwendung von E. coli neu zu sein scheint, dass aber dieses Verfahren 
nicht erfinderisch gegenuber dem Stand der Technik erscheint (eine detaiiliertere 
Argumentation kann dem Bescheid vom 16.08.2005 entnommen werden). 
D1 , der nachstliegende Stand der Technik, beschreibt ein Verfahren zur Herstellung 
von RNase A in E. coli. In diesem Dokument wird die Kodonanpassung nicht 
vorgenommen. Der Prozess der Kodonanpassung und die dadurch verbundende 
verbesserte Expressionsrate des zu exprimierenden Molekuls kann jedoch den 
Dokumenten D2 und/oder D3 entnommen werden. D2 beschreibt sogar die 
Kodonanpassung zur Expression von Angiogenin, einem zur bovinen, pankreatischen 
RNase A homologen Proteins. Die Lehre aus D1 kombiniert mit D2 Oder D3 wurde 
einen Fachmann dazu veranlassen, die Kodonanpassung der DNA-Sequenz fur die 
Expression der RNase A in E. coli vorzunehmen. 

Die Argumente des Anmelders, dass durch das beanspruchte Verfahren eine 
uberraschend hohe Expressionsrate erzielt wurde, sind nicht experlmentell belegt. 
Daten, die eine signifikante Steigerung der Expressionsrate der RNase A in E. coli 
belegen, fehlen. Gemass Anspruch 19 soil das Verfahren eine Ausbeute von mehr 
als 100 mg RNase A pro Liter Kulturmedium liefern. In der Beschreibung (S.I 6, 2. 
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Absatz) wird von etwas 300 mg/l Kulturmedium als am meisten bevorzugte Ausbeute 
gesprochen. 

Im Antwortschreiben vom 17.01.2006 wird aber plotzlich von einer Produktausbeute 
von ca. 500-600nng/l (im Gegensatz zu einer Ausbeute von 45-50 mg/l in D1) 
berichtet. Diese Behauptung kann nicht nachvollzogen werden, da sie weder durch 
Experimente belegt ist, noch mit den Angaben aus der Beschreibung vereinbar ist 
(hatte man eine derart hohe Ausbeute erzielt, so wurde man davon ausgehen, dass 
dies in der Beschreibung auch protokolliert wird). 

Desweiteren ist anzumerken, dass aus der Beschreibung nicht klar wird, welche 
Ausbeute tatsachlich erzielt wird. Gemass den Beispielen wird nur berichtet, dass 
nach der lonenaustauschchromatographie die RNase A-L6sung auf eine 
Endkonzentration von 100 mg/ml eingestellt wird. 

Damit kann die Behauptung, dass mit dem beanspruchten Verfahren eine, im 
Vergleich zum Stand der Technik, uberraschend hohe Ausbeute der RNase A, erzielt 
werden kann, nicht nachvollzogen werden und daher wird der Einwand nach Artikel 
33(3) PCT aufrecht erhalten. 

3. Die Verwendung der RNase A gemass Anspruch 26 ist nahe liegend (Artikel 33(3) 
PCT), da die RNase A, herstellt nach dem Verfahren der vorhergehenden 
Anspruche, sich nicht von anderen RNase A Molektilen unterscheidet (da die 
Aminosauresequenz nicht verandert wird) und die Verwendung der RNase A zur 
Reinigung von DNA und Proteinen eine gangige Anwendung dieses Enzyms darstellt, 
die jedem Fachbuch fur molekularbiologisch-technische Methoden entnommen 
werden kann. 
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Neue Anspriiche 



1 . Verfahren zur Herstellung von rekombinanter RNase A in £. coli, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass eine DNA-Sequenz verwendet wird, die fur eine RNase A bovinen Ursprungs kodiert 
and die an die Kodonverwendung in E. coli angepasst wurde. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die DNA-Sequenz an die Kodon- 
verwendung in E, coli K12 angepasst ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die DNA-Sequenz an das am 
h^ufigsten in E, coli verwendete Kodon angepasst ist. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die DNA-Sequenz der in 
SEQ ID. No. 1 angegebenen DNA-Sequenz oder einer zu der in SEQ ID. No. 1 angegebenen 
DNA-Sequenz zu miridestens 90 % identischen Sequenz entspricht. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die DNA-Sequenz unter Beriick- 
sichtigung der naturlichen Haufigkeit einzelner Kodons angepasst ist. 

6. Verfahren nach einem der Ansprttche 1, 2 oder 5, wobei die DNA-Sequenz der 
in SEQ ID- No, 2 angegebenen DNA-Sequenz oder einer zu der in SEQ ID. No. 2 ange- 
gebenen DNA-Sequenz zu mindestens 90 % identischen Sequenz entspricht. 
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7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die RNase A in 
Fusion mit einem Signalpeptid exprimiert wird, das den Transport in den periplasmatischen 
Raum steuert. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei es sich bei dem Signalpeptid um das 
Signalpeptid der alkalischen Phosphatase (phoA) handelt. 

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die Expression 
der RNase A unter der KontroUe eines induzierbaren Promotors steht. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei es sich bei dem Promoter um einen hitze- 
induzierbaren Promotor handelt. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, wobei die Induktion der Genexpression 
am Ende der exponentiellen Wachstumsphase erfolgt. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 11, wobei die Induktion der 
Genexpression fur einen Zeitraum von 14 bis 20 Stunden erfolgt. 

13. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die RNase A 
Inclusion Bodies bildet. 

14. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei das Verfahren 
weiter umfasst die Gewinnung der RNase A aus den E, co//-Zellen bzw. dem Kulturmedium, 
ggf. unter Solubilisierung imd Ruckfaltung der RNase A. 
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15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei zur Solubilisierung Guanldin-HCl als 
Denaturierungsmittel verwendet wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 1 5, wobei zur Riickfaltung reduziertes und 
oxidiertes Glutathion verwendet wird. 

17. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei das Verfahren 
weiter umfasst eine chromatographische Aufreinigimg der RNase A. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei eine Kationenaustauschchromatographie 
durchgefiihrt wird. 

19. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die Ausbeute an 
RNase A mehr als 1 00 mg RNase A pro Liter Kulturmedium betragt. 

20. ^__JVerfahren_nach^inemjlerj/_orangehenden. Anspriiche, wobei die Ausbeute an 

RNase A mehr als 3 mg RNase A pro Gramm Biofeuchtmasse betragt. 

21 . E, co//-Zellkultur, enthaltend mindestens 0,2 g RNase A pro Liter Kultur- 
medium. 

22. NukleinsguremolekUI, enthaltend eine Nukleins&uresequenz gemMfi SEQ ID 

No. 1. 

23. NukleinsSuremolekul, enthaltend eine Nukleins^uresequenz gemaB SEQ ID 



No. 2. 




GEAENDERTES BLATT 




-4- 



24. Nukleinsauremolekiil, umfassend die folgenden Bestandteile in 5'-3'- 
Reihenfolge: 

- einen in E. coli aktiven Promoter, 

- ggf. eine fUr ein Signalpeptid im Sinne von Anspruch 7 oder 8 kodierende Sequenz, 

- eine Nukleinsauresequenz gemafi SEQ ID No. 1 oder No. 2. 

25. Verwendung einer Nukleinsauresequenz gemSB SEQ ID No. 1 oder No. 2 zur 
Herstellung von rekombinanter RNase A. 

26. Verwendung von nach einem Verfahren nach einen) der Anspruche 1 bis 20 
hergestellter rekombinanter RNase A in der Reinigung von DNA und Proteinen. 
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